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探索 SOX2 敲低后，关键基因 LLGL2 在食管鳞癌发生及恶性进程中的作用
机制。为食管鳞癌诊断和靶向治疗候选方案的建立奠定基础。 
方法 
1. 应用实时荧光定量 PCR 和 Western blot 分别从 mRNA 和蛋白水平观察
SOX2 敲低后，LLGL2 的改变情况。 
2. 采用免疫荧光技术检测食管鳞癌和正常组织临床标本各 15 例，观察
LLGL2 的表达情况。 
3. 利用实时定量 PCR 技术，检测 miR-142-3p 在 SOX2 敲低后的表达情况以
验证前期 miRNA 芯片结果。 
4. 构建含靶基因 LLGL2 mRNA 3’UTR 的荧光素酶报告基因质粒，并应用双
荧光素酶报告实验验证 miR-142-3p 对靶基因 LLGL2 的作用关系。 
5. 获得表达 LLGL2 的慢病毒载体并建立稳定表达 LLGL2 的 KYSE450 和
TE-1 食管鳞癌细胞系。 
6. 采用 MTT 和平板克隆形成实验以分析食管鳞癌细胞增殖能力，利用划痕
和 Transwell 实验分别检测食管鳞癌细胞的迁移和侵袭能力。并进一步对裸鼠进






与正常组织相比，癌组织中的 LLGL2 呈低丰度表达。表明 LLGL2 可能是一个
抑癌基因。 
3. 经实时荧光定量 PCR 检测，显示 SOX2 下调后，miR-142-3p 表达亦下调。 
4. 经双酶切和测序鉴定，成功构建含 LLGL2 3’UTR 和 3’UTR 突变的重组
质粒 pMIR-LLGL2-3’UTR 和 pMIR-LLGL2-3’UTR-mut。并通过荧光素酶报告试















5. 经双酶切和测序分析，成功构建表达 LLGL2 的慢病毒表达载体质粒
PCDH-CMV-LLGL2-IRES-GFP-EF1-Puro。Western blot 检测结果显示，与对照组
相比，感染病毒后细胞的 LLGL2 蛋白水平显著增高（P<0.05），表明成功建立
稳定表达 LLGL2 的两种食管鳞癌细胞系。 
6. MTT 和平板克隆实验结果显示：LLGL2 过表达后，KYSE450 和 TE-1 食
管鳞癌细胞增殖能力均明显低于对照组（P<0.05）。划痕和侵袭实验结果显示：
与对照组相比，LLGL2 过表达可抑制肿瘤细胞的迁移及侵袭能力（P<0.05）。
























 To explore the roles of LLGL2 in the pathogenesis and progression of 
esophageal squamous cell carcinoma(ESCC) after knockdown of SOX2. To lay a 
foundation for the establishment of candidate schemes for the diagnosis and treatment 
of ESCC. 
Methods:  
1. The changes of LLGL2 in mRNA and protein levels after SOX2 knockdown 
were observed by real-time PCR and Western blot.  
2. The expression of LLGL2 were detected by immunofluorescence technology 
in each 15 clinical cases of ESCC and normal tissues.  
3. The changes of miR-142-3p expression after SOX2 knockdown were 
observed by real-time PCR to verify our previous miRNA microarray results. 
4. Luciferase reporter plasmids containing the 3’UTR of target gene LLGL2 
mRNA of miR-142-3p were constructed. Dual-luciferase reporter assays were used to 
verify the effect of miR-142-3p on LLGL2. 
5. The lentiviral vector was constructed, and thus KYSE450 and TE-1 cell lines 
stable expression of LLGL2 were established.  
6. The proliferation of ESCC cell lines with LLGL2 overexpression were 
analyzed by MTT and colony formation. The migration and invasion of ESCC cell 
lines with LLGL2 overexpression were detected by wound healing assay and 
transwell experiment. The tumor formation was observed in vivo after nude mice 
were xenografted with KYSE450 cells each subcutaneously. 
Results: 
1. The results of real-time PCR and Western blot showed that LLGL2 was 
up-regulated significantly at the protein level after SOX2 down-regulation, but there 
was no significant difference at the mRNA level, indicating that LLGL2 may be 
regulated at the post transcriptional level. 
2. Previous studies have shown that SOX2 is highly expressed in ESCC. The 















was lower compared with the normal tissues, suggesting that LLGL2 may be a tumor 
suppressor gene.  
3. The results of real-time PCR showed that miR-142-3p was down-regulated 
after SOX2 down-regulation. 
4. The results of dual-enzyme digestion and sequencing showed recombinant 
plasmids containing the wide type or mutant LLGL2 gene 3’UTR were successfully 
constructed. Luciferase reporter assay indicated that LLGL2 is the target gene of 
miR-142-3p. 
5. The results of dual-enzyme digestion and sequencing showed the 
pCDH-CMV-LLGL2-IRES-GFP-EF1-Puro lentiviral vector was successfully 
constructed. Western blot showed the expression level of LLGL2 protein was 
significantly increased in KYSE450 and TE-1 stable cell lines compared with the 
controls(P<0.05), indicating that two kinds of esophageal squamous cell carcinoma 
cell lines stably expressing LLGL2 are successfully established. 
6. The results of MTT and plate clone formation assay showed that the 
proliferation abilities of KYSE450 and TE-1 after LLGL2 overexpression were 
significantly lower compared with the control group(P<0.05). The results of stratch 
assay and invasion test showed that the overexpression of LLGL2 could inhibit the 
migration and invasion of tumor cells(P<0.05) compared with the control group. The 
result of xenograft transplantation assay showed that the tumor formation of  
KYSE450 with LLGL2 overexpressed in the nude mice was decreased compared with 
the control group.  
Conclusion: 
1. miR-142-3p is down-regulated and LLGL2 is up-regulated after SOX2 
down-regulation in ESCC. 
2. LLGL2 is the target gene of miR-142-3p. 
3. LLGL2 can inhibit the proliferation, clone formation, migration and invasion of 
esophageal squamous cell carcinoma cell lines KYSE450 and TE-1 in vitro, and can 


















缩略语 英文全名 中文名称 
ESCC Esophageal squamous cell carcinoma 食管鳞癌 
HMG-box High mobility group-box 高迁移率族蛋白盒 
SOX2 SPY-related HMG box2 性别决定区 Y 框蛋白 2
SPY  Sex-determining region Y Y 染色体性别决定带 
miRNA MicroRNA 微小 RNA 
CDK4 Cyclin-dependent kinase 4 周期蛋白依赖激酶 4 
PDCD4 Programmed cell death protein 4 程序细胞死亡蛋白 4 
ZEB1 Zinc finger E-box binding homeobox 1 E 盒结合锌指蛋白 1 
LGL Lethal giant larvae 幼虫巨大致死基因 
LLGL2 Lethal(2) giant larvae protein homolog 2 人幼虫巨大致死基因 2 
Amp Ampicillin 氨苄青霉素 
GFP Green fluorescent protein 绿色荧光蛋白 
UTR Untranslated region 非翻译区 
EB Ethidium bromide 溴化乙锭 
DEPC Diethy pyrocarbonate 焦碳酸二乙酯 
DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚枫 
FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 
P/S Penicillin/Streptomycin 青霉素/链霉素 
HBSS Hank’s balanced salt solution Hank’s 平衡盐溶液 
PEI Polyetherimide 聚醚酰亚胺 
PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟 
SDS Sodium dodecyl sulfate,sodium salt 十二烷基硫酸钠 
PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 















TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 四甲基乙二胺 
ECL Enhanced chemiluminescence 增强型化学发光 
PVDF Poly vinylidene fluoride 聚偏氟乙烯 
HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 
LB Lurib-Bertani medium LB 培养基 
BCA Bicinchoninic acid 二辛可宁酸 
OD Optical density 光密度 






PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 
EMT Epithelial to mesenchymal transition 上皮-间充质转化 
PBS Phosphate buffered solution 磷酸盐缓冲液 
Tris Tris（hydroxymethyl）aminomethane 三羟甲基氨基甲烷 
PFA Paraformaldehyde 多聚甲醛 
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新增食管癌患者约 477 千例，死亡数约达 375 千例[2-3]。虽然许多治疗手段如化
疗、放疗和手术均已被运用于临床治疗，但是依旧没有一个有效的策略。根据

































第一章  绪论 
 2
2. SOX2 促进食管鳞癌发生发展 
近年来研究发现，SOX2 作为转录因子在多种鳞状细胞癌中都有扩增表达，
与癌症的发生发展密切相关[10-12]。SOX2 是 SOX（SPY-related HMG-box）家族
中的成员之一，是具有 HMG（high mobility group）特征性结构域的转录因子，
SOX2 蛋白可依靠 HMG-box 与 DNA 序列特异性结合，激活、抑制或调节其他基
因的表达，在自我更新和胚胎干细胞多能性的保持以及诱导多能干细胞的产生中
具有至关重要的作用[13-16]。研究表明，当 SOX2 与其他胚胎干细胞转录因子如
Oct3/4 共表达后，可将体细胞转化为诱导多能干细胞[17]。高表达的 SOX2 不仅被
正常的胚胎发展所需要，同时在肿瘤的形成和肿瘤的恶性进展中起着重要作用。
其在肿瘤的恶性进程中具有调节细胞增殖[18-21]、迁移、侵袭和转移[22-26]，抗凋亡
[27-30]，维持肿瘤干细胞特性[31]，以及上皮间充质转化（Epithelial to mesenchymal 
transition，EMT）等方面的作用[32-33]，并涉及多条信号通路。这些信号转导通路
直接或间接与 SOX2 相作用，FGF、IL-4/STAT6 以及 EGFR-Src-Akt 信号通路直
接调节 SOX2 的表达。另外，一些潜在的信号通路如 ErbB、Wnt、Notch、Sonic 
Hedgehog 等信号通路则可通过 SOX2 与其他靶基因相互作用来调节[34]。其中，




转换和 EMT 表型相关的基因，促进细胞增殖和多能性/去分化，如 SOX2 可促进
细胞进入 S 期，促进细胞增殖相关 cyclin D3 的诱导表达，还可直接结合 Snail、





STAT3 协同促进食管基底细胞恶性转化，同时 SOX2 和 STAT3 相互作用为肿瘤




















目前随着 miRNA 研究的发展，有研究表明 SOX2 与 miRNA 具有紧密联系，
作为基因表达关键的转录后调节器，miRNA 可调控 SOX2 的表达。MiR-625 通
过靶向结合 SOX2 从而抑制食管鳞癌的增殖和侵袭[48]。同时，一些 miRNA 也可
受 SOX2 的调控，例如有基因芯片分析得出，SOX2 可下调 miR-143、miR-145、
miR-253-5p 等 miRNA 分子[34]。因此，本课题组以期 miRNA 作为纽带，通过探
索 SOX2 调控的 miRNA 以及该 miRNA 下游靶基因之间的调控关系，以期望发
现其对食管鳞癌发生发展的新作用机制。 
3. miRNA 参与食管鳞癌的恶性进程 
miRNA 是至今研究最多的非编码 RNA，通常为 19-24 个核苷酸长度。通过
调节蛋白编码基因的转录或翻译，从而产生一系列生物学功能。首次发现 miRNA
在癌症中涉及的作用是肿瘤抑制作用，这些具有肿瘤抑制作用的 miRNA 通过靶
向结合致癌蛋白编码基因使其下调来发挥作用[49]。PubMed 上大约有 58600 余篇
与 miRNA 相关的文献，报道了关于 miRNA 基因组、生物起源、作用机制、参
与通路、疾病中的表型等各个方面，大约 45%的报道致力于 miRNA 在癌症中作
用的研究。miRNA 涉及癌症的多个方面，包括侵袭、迁移、增殖以及多条信号
通路，与蛋白编码基因作用复杂，是癌症干性维持、EMT 和转移等癌症相关活
动的关键调节器[50]。miRNA 几乎在所有类型的癌症中均有失调，对 miRNA 异
常表达的研究在疾病的诊断、预后以及治疗等方面均具有应用价值和研发潜力
[51-52]。miRNA 由 RNA 聚合酶 II 转录而来，经过一系列加工转运，形成成熟的
miRNA。其调节基因表达的经典机制是通过特异性与靶 mRNA 上 3’非编码区
（3’UTR）结合，从而起到降解 mRNA、抑制翻译的作用，最终影响蛋白的输出。
继在癌症中首个以肿瘤抑制功能形式出现的 miRNA 之后，多个具有肿瘤抑制功
能的 miRNA 相继被证实，比如 let 家族、miR-34 家族，这些 miRNA 均通过靶
定致癌蛋白编码基因使其下调，从而发挥作用[53-54]。 例如 let-7 负向调控致癌基
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了抑癌功能，研究也发现了多个具有致癌活性的 miRNA，它们在癌症转移中还
可作为促进剂，例如 miR-21、miR-155 等。miR-21 在至今所研究的癌症中均表










miRNA 芯片技术实现 miRNA 在癌症中的表达变化谱，从而挖掘具有代表意义的
miRNA。 
前期，本实验室对 SOX2 敲低的食管鳞癌细胞 TE-1 进行了 miRNA 芯片分
析。我们发现 miR-142-3p 在 SOX2 敲低前后表达呈现显著差异，SOX2 敲低后
miR-142-3p 表达明显下降。并且，在乳腺癌细胞 ZR-75-30 中，敲低 SOX2 后
miR-142-3p 亦显著下调。有趣的是，高表达 miR-142-3p 已被多个研究证实在癌
症的发生发展中具有重要作用，涉及多个癌症，如肺癌[59]、肾细胞癌[60]、睾丸
细胞肿瘤[61]等，并参与多个与癌症相关的恶性生物学行为。例如在非小细胞肺
癌中，通过抑制 TGFβR1 从而抑制 TGF-β 诱导的生长抑制[62]。在肾细胞癌中，
miR-142-3p 还与肿瘤细胞的迁移、增殖和凋亡密切相关[60]。此外，Journal of 
Surgical Oncology 杂志在 2012 年刊登了一篇关于 miR-142-3p 作为食管鳞癌潜在
预后标志的文章，Lin RJ 等检测了 91 例食管鳞癌临床样本，发现 miR-142-3p 显
著升高，且与预后不良密切相关，认定为是食管鳞癌的独立预后因子 [63]。但是
miR-142-3p 在食管鳞癌中的具体分子机制尚不明确。本课题组将 miR-142-3p 作
为 SOX2 信号通路研究中的一个靶点，用以发掘 SOX2 的次级靶标。通过生物信
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4. LLGL2 与肿瘤发生发展密切相关 








LLGL2 是人 LGL 的家族成员之一，编码一种能调节细胞极性的细胞支架蛋
白，对维持上皮细胞的顶-底极性具有重要作用[69-75]。LLGL2 基因位于人类 17







和 E 盒结合锌指蛋白 1（ZEB1），能与 LLGL2 启动子上的 E-box 结合位点结合，
导致 LLGL2 在 mRNA 和蛋白表达水平的减少从而促进 EMT 的发生。LLGL2 的
过表达则可抑制 Snail 驱动的 EMT，并促进向 MET 的转换，LLGL2 还可以通过
ErbB 信号通路调节 EMT[85]。目前有研究发现，在 LLGL2 突变的上皮细胞中，
ErbB 信号促进上皮瘤形成和 EMT。通过基因芯片和免疫组织化学分析，表明活
化的 ErbB 信号通过 EMT 关键调节器的转录上调和 E-cad 膜定位的减少以促进
EMT。LLGL2 的缺失促使 ErbB 信号被活化，诱导促进 EMT 和增殖的通路。因
此，LLGL2 突变可以抑制 ErbB 信号或者重要的下游效应器，从而促进癌症治疗
研究[86]。除 ErbB 信号通路之外，LLGL2 调节的信号通路主要涉及 Hippo、Wnt、
Notch 通路 [84,87-90]。此外，LGL 受 EGF 信号通路的调节，能够使 LLGL2 下调，
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